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Resumo
Este trabalho teve por objetivo estudar o crescimento inicial de genótipos de 
milho in vitro na presença de NaCl, bem como identificar as variáveis que 
melhor expressem a tolerância à salinidade. O experimento foi conduzido no 
Laboratório de Cultura de Tecidos de Plantas da Embrapa Tabuleiros Costeiros, 
Aracaju, SE. Para o Ensaio 1- 2D587HX P:C1C; SHS-5560; 30AP95HX P:C3C; 
2D604HX P:C2M e 20A55HX P:C3L (0, 25, 50, 75 e 100 mM); Ensaio 2- 
20A78 HX; 2B707 HX; SHS-4090; 30A70 e 2B655 HX (0, 25, 50, 75, 100 
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e 125 mM). O delineamento experimental de cada ensaio foi inteiramente 
casualizado em esquema fatorial (cinco genótipos de milho e seis ou cinco 
concentrações de NaCl), com quatro repetições, sendo a parcela composta de 
um frasco com 3 sementes cada. As médias das variáveis foram submetidas à 
análise de variância pelo teste F, e comparadas pelo teste de Tukey a 5% de 
significância. A porcentagem de geminação é afetada pela presença de NaCl no 
meio de cultura. O comprimento da parte aérea é uma variável com capacidade 
de expressar o efeito de NaCl in vitro. O genótipo 2 B 655 Hx na presença de 
100 mM de NaCl apresentou menor efeito da redução da parte aérea e número 
de raízes, apresentando tolerância a presença do sal.
Palavras-chave: estresse salino, Zea mays L., tolerância, salinidade.
Effect of Salt Stress on in 
vitro development of Maize  
Genotypes
Abstract
This work aimed to study the initial growth of maize genotypes in vitro in the
presence of NaCl, and identify the variables that best express the salinity 
tolerance. The experiment was conducted at the Laboratory of Plant Tissue 
Culture Embrapa Coastal Tablelands, Aracaju, SE. For Assay 1 were tested the
genotypes: 2D587HX P:C1C; SHS-5560; 30AP95HX P:C3C; 2D604HX P:C2M
e 20A55HX P:C3L (0, 25, 50, 75 e 100 mM); Assay 2 - 20A78 HX, HX 2B707;
SHS-4090, HX 30A70 and 2B655 (0, 25, 50, 75, 100 and 125 mM). The 
experimental design was randomized in a factorial design (five maize genotypes 
and six or five concentrations of NaCl), with four replications, and the plot had 
one flask with 3 seeds each. The means of the variables were submitted to 
analysis of variance by F test and compared by Tukey test at 5% significance. 
The germination is affected by the presence of NaCl in the culture medium. The 
shoot length is a variable capable of expressing the effect of NaCl in vitro. The 
genotype 2 B 655 Hx in the presence of 100 mM NaCl showed less effect of 
reducing the number of shoots and roots, showing tolerance to the presence of 
salt.
Index terms: salt stress, Zea mays L., tolerance, salinity.
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Introdução
As plantas estão constantemente expostas a estresses abióticos e dentre 
eles o estresse salino é um dos que mais comprometem o crescimento e a 
produtividade das culturas em todo o mundo (VAIDYANATHAN et al., 2003; 
VEERANAGAMALLAIAH et al., 2007; ISLÃ; ARAGUÉS, 2010).
O excesso de sais ocasionados por esse tipo de estresse pode perturbar as
funções fisiológicas e bioquímicas das plantas resultando em distúrbios nas
relações hídricas e alterações na absorção e na utilização de nutrientes essenciais
para as plantas (AMORIM et al., 2010), retardando seu crescimento e reduzindo 
a produção. Além dos efeitos iônicos dos sais na planta, o acúmulo excessivo 
de sais no solo causa uma redução no potencial osmótico da solução do solo, 
restringindo a absorção de água pelas raízes e alterando, consequentemente, 
o balanço hídrico da planta (ZHU, 2001). Assim como a salinidade, os efeitos 
osmóticos gerados sob condições de déficit hídrico reduzem o crescimento e o 
desenvolvimento das plantas, isto devido às alterações sofridas em diferentes 
processos fisiológicos e bioquímicos da planta (ASHRAF; HARRIS, 2005; 
VINOCUR; ALTMAN, 2005).
O milho (Zea mays L.) é uma planta de ciclo anual que apresenta baixo ponto de
compensação de CO2, alta taxa fotossintética e baixo consumo de água para a
formação de matéria fresca (AZEVEDO NETO; TABOSA, 2000). É uma cultura
considerada moderadamente sensível à salinidade sofrendo, a partir de 1,6 dS.m-1,
redução de 7,4% na produção de matéria seca por unidade de incremento de 
condutividade elétrica, embora esse efeito difira entre os cultivares (MASS, 1993).
Vários trabalhos reportam que a tolerância celular ao acúmulo de sal varia entre 
espécies e entre variedades cultivadas. Cultivares de milho possuem produção 
diferenciada, a depender da concentração de sal ao qual foi submetida durante 
todo o seu desenvolvimento (HAJIBAGHERI et al., 1987; ALBERICO; CRAMER,
1993; AZEVEDO NETO, 1997). 
A germinação das sementes é um dos fatores mais afetados no estabelecimento
de plantas em solos salinos (CARPICI et al., 2009), podendo causar grande 
redução na porcentagem de germinação e no estande de plantio (FOOLAD et al.,
1999).
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Estes estudos são de fundamental importância para trabalhos de seleção de 
cultivares tolerantes, tanto no melhoramento clássico, como na engenharia 
genética, para a obtenção de plantas transgênicas mais resistentes (WILLADINO
et al.,1995).
Este trabalho teve por objetivo estudar o crescimento de genótipos de milho 
cultivados in vitro, quando submetidos a diferentes concentrações de cloreto de 
sódio, bem como identificar as variáveis de crescimento que melhor expressem 
a tolerância e sensibilidade a presença de NaCl em estudos de seleção in vitro.
Material e Métodos
Os experimentos foram conduzido no Laboratório de Cultura de Tecidos de
Plantas da Embrapa Tabuleiros Costeiros, Aracaju, SE. Foram utilizadas sementes
de diferentes genótipos da Rede Nacional de Avaliação de Cultivares de Milho da
Embrapa, Ensaio 1- 2D587HX P:C1C; SHS-5560; 30AP95HX P:C3C; 2D604HX
P:C2M e 20A55HX P:C3L (0, 25, 50, 75 e 100 mM); Ensaio 2- 20A78 HX; 
2B707 HX; SHS-4090; 30A70 e 2B655 HX (0, 25, 50, 75, 100 e 125 mM).
As sementes, após lavagem em água corrente, foram submetidas à assepsia em 
câmara de fluxo laminar com imersão em álcool 70% por 30 segundos e, em 
seguida, em solução de hipoclorito de sódio 2% por 20 minutos sob agitação, 
sendo lavadas em água estéril por três vezes. O meio de cultura utilizado foi o 
MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), com 30 g L-1 de sacarose e gelificado com 
6,5 g L-1 de ágar. Os meios de cultura com pH ajustado de 5,8 ± 0,1 foram 
autoclavados por 15 minutos a uma temperatura de 121 ± 1°C e pressão de 
1,05 atm.
Em câmara de fluxo laminar as sementes foram inoculadas nos frascos 
contendo 30 mL de meio de cultura e foram mantidas em sala de crescimento 
com temperatura controlada de 25 ± 2°C, umidade relativa do ar média em 
torno de 70%, com fotoperíodo de 12 horas de luz e intensidade luminosa de 
60 μmol m-2 s-1.
O delineamento experimental de cada ensaio foi inteiramente casualizado em 
esquema fatorial (cinco genótipos de milho e seis ou cinco concentrações de 
NaCl), com quatro repetições, sendo a parcela composta de um frasco com 3 
sementes cada.
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Após 30 dias as variáveis avaliadas foram porcentagem de germinação (%), 
comprimento da parte aérea (cm), número de raízes e viabilidade de acordo 
com a escala de notas (5: folhas totalmente verdes; 4: início do secamento e 
morte das folhas; 3: entre 30 e 50% das folhas e plântulas mortas; 2: mais de 
50% das folhas mortas e 50-90% de plântulas mortas e 1: 100% de plântulas 
mortas), adaptada de Lemos et al. (2002).
As médias das variáveis foram submetidas à análise de variância pelo teste F, 
as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significância utilizando o 
programa estatístico SISVAR (FERREIRA, 2011).
Resultados e Discussão
Ensaio 1
Houve diferença estatística entre os genótipos quanto a porcentagem de 
germinação, não sendo observado o efeito isolado do NaCl para essa variável. 
Os genótipos que obtiveram médias com valores estatisticamente superiores 
foram 2 B 707 Hx (84%) e 2 B 655 Hx (93%), quando comparadas com 20 A
78 Hx (60%) e SHS 4090 (66%) (Tabela 1), que apresentaram significativa 
redução na germinação.
Tabela 1. Porcentagem de germinação in vitro de genótipos de milho na presença de 
diferentes concentrações de NaCl.
Genótipos Porcentagem de germinação
2 B 655 Hx 93,00A
2 B 707 Hx 84,00A
30 A 70 Hx 82,00AB
SHS 4090 66,00BC
20 A 78 Hx 60,00C
Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Em estudos de tolerância de cultivares de milho, Carpici et al. (2009) relatam 
variação das respostas de diferentes cultivares de milho em relação a presença 
de NaCl, com decréscimo da germinação em função do incremento de NaCl.
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Conforme Tabela 2, houve interação significativa do genótipo e concentração de 
NaCl para o comprimento da parte aérea e número de raízes, não havendo efeito 
dos fatores na viabilidade das plântulas.
Tabela 2. Comprimento da parte áerea (cm), número de raízes e viabilidade de plântulas de 
genótipos de milho cultivadas in vitro na presença de diferentes concentrações de NaCl.
Médias seguidas pela mesma letra minúscula na linha e maiúscula na coluna não diferem entre si pelo teste de Tukey a 
5% de probabilidade.
Genótipos
NaCl (mM)
0 25 50 75 100
Comprimento da parte aérea (cm)
20 A 78 Hx 36,97aA 26,10abA 17,79bcB 19,57bcA 11,17cB
2 B 707 Hx 29,25aA 29,82aA 10,20bcB 4,52cB 10,88bcB
SHS 4090 31,62aA 26,75abA 13,85bcB 8,48cAB 7,35cB
30 A 70 Hx 34,22abA 35,10aA 38,18aA 20,64bA 14,72cB
2 B 655 Hx 25,39abA 34,50aA 32,35aA 17,48cAB 20,49abA
Número de raízes
20 A 78 Hx 11,80aA 5,20cB 10,30abA 8,50abAB 4,50cB
2 B 707 Hx 9,00aA 4,80abB 5,90abA 3,20bC 6,95abAB
SHS-4090 11,85aA 4,60bB 6,40bA 6,50bBC 5,10bB
30 A 70 Hx 8,70abA 9,55abAB 8,10abA 12,85aA 5,55cB
2 B 655 Hx 9,05abA 13,20aA 6,70bA 9,75abAB 10,80abA
Viabilidade
20 A 78 Hx 4,10aA 4,25aA 4,55aA 4,80aA 4,40aA
2 B 707 Hx 4,00aA 4,00aA 4,50aA 4,05aA 4,35aA
SHS 4090 4,75aA 4,20aA 4,60aA 4,20aA 4,40aA
30 A 70 Hx 4,75aA 4,40aA 4,20aA 4,55aA 4,70aA
2 B 655 Hx 4,20aA 4,10aA 4,00aA 4,50aA 4,50aA
Na ausência de NaCl, não houve diferença estatística entre os genótipos para 
todas as variáveis analisadas. Na presença de 50 mM de NaCl os genótipos 
30 A 70 Hx e 2 B 655 Hx apresentaram maior comprimento da parte aérea, 
sendo observada drástica redução na variável na presença de 100 mM de NaCl, 
principalmente para 2 B 707 Hx, SHS-4090 e 30 A 70 Hx.
A presença de NaCl afetou o desenvolvimento radicular, havendo uma diminuição
do numero de raízes com o aumento da concentração de NaCl. Os genótipos 
20 A 78 Hx , 2 B 707 Hx e SHS 4090 apresentaram redução no número de 
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raízes com o aumento da concentração de NaCl. Carpici et al. (2009) também 
reportam sobre a redução de matéria seca da raiz com o aumento em milho com
o aumento da concentração de NaCl. A diminuição do crescimento foliar nas
plantas, da produção de massa seca das partes aérea e radicular podem ser 
influenciada diretamente pelo acúmulo de altos teores de Na+ e Cl- nas folhas,
ocasionando a diminuição do teor relativo de água, pressão de turgor e o potencial
hídrico celular e desbalanço nutricional (JEFFREY; IZQUIERDO, 1989).
Uma das explicações mais aceitas para a inibição do crescimento pelo sal é o 
desvio de energia do crescimento para a manutenção, isto é, a redução na MS 
pode refletir o custo metabólico de energia, associado à adaptação a salinidade 
e redução no ganho de carbono (RICHARDSON; MCCREE, 1985).
Azevedo Neto e Tabosa (2000), observaram que com o aumento da 
concentração de NaCl houve uma redução na parte aérea, bem como no 
desenvolvimento radicular das cultivares de milho P-3051 e BR-5011. GOMES 
et al. (2009), em plântulas de bananeira observaram que a taxa de crescimento 
da parte aérea em relação ao controle apresentou uma queda de 10 e 20% 
na presença de 50 e 100 mM de NaCl, respectivamente. Para o crescimento 
da raiz, em relação ao controle foi de 85 e 80% em 50 e 100 mM de NaCl, 
respectivamente, o que equivale a uma queda de 15 e 20%.
O genótipo 2 B 655 Hx na presença de 100 mM de NaCl apresentou menor 
efeito da redução da parte aérea e número de raízes, apresentando tolerância a 
presença do sal. Todos os genótipos na presença das diferentes concentrações 
de sal apresentaram boa viabilidade com notas superiores a quatro.
Ensaio 2
Não houve efeito significativo das cultivares, das concentrações de NaCl e 
interação dos fatores na porcentagem de germinação das sementes (Tabela 3).
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Tabela 3. Porcentagem de germinação in vitro de genótipos de milho na presença de 
diferentes concentrações de NaCl.
NaCl (mM)
0 25 50 75 100 125 Médias
2 B 707 Hx 83,33 33,33 66,67 66,67 100,00 33,33 63,88A
30 A 16 Hx 33,33 50,00 66,67 83,33 83,33 83,33 66,67A
30 A 91 Hx 83,33 50,00 83,33 83,33 50,00 50,00 66,67A
BM 207 83,33 66,67 50 50,00 83,33 100,00 72,22A
BHX 831 100,00 66,67 83,33 50,00 33,33 33,33 61,11A
Médias 76,66a 53,33a 70,00a 66,66a 70,00a 60,00a
Médias seguidas pela mesma letra maiúscula, na coluna, e minúscula, na linha não diferem entre si pelo teste de Tukey 
a 5% de probabilidade.
Estes resultados discordam dos obtidos por Carpici et al. (2009) e Shahid et 
al. (2012) que relatam o decréscimo da germinação de sementes de milho 
e ervilha, respectivamente com o aumento da concentração de NaCl. Vários 
trabalhos reportam que a tolerância celular ao acúmulo de sal varia entre 
espécies e entre variedades cultivadas. Cultivares de milho possuem produção 
diferenciada, a depender da concentração de sal ao qual foi submetida durante 
todo o seu desenvolvimento (HAJIBAGHERI et al., 1987; ALBERICO; CRAMER, 
1993; AZEVEDO NETO, 1997). 
Houve efeito significativo da concentração de para o comprimento do sistema 
radicular. Não houve efeito significativo das concentrações de NaCl, genótipos 
e interação dos dois fatores para o número de raízes (Tabela 4).
Na ausência do NaCl foi observada a maior média e na maior concentração 
do sal observou-se a menor média de comprimento da parte aérea. A 
inibição do crescimento pelo sal é o desvio de energia do crescimento para a 
manutenção, isto é, a redução na massa seca pode refletir o custo metabólico 
de energia, associado à adaptação à salinidade e redução no ganho de carbono 
(RICHARDSON; MCCREE, 1985).
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Tabela 4. Comprimento da parte áerea (cm) e número de raízes e viabilidade de plântulas 
de genótipos de milho cultivadas in vitro na presença de diferentes concentrações de 
NaCl.
Genótipos NaCl (mM)
0 25 50 75 100 125 Médias
Comprimento da parte aérea (cm)
2 B 707 Hx 20,00   4,33 20,00 12,66 26,08 13,00 16,01A
30 A 16 Hx 13,00 10,83 17,90 17,58 17,83 17,16 15,72A
30 A 91 Hx 27,16 10,58 16,83 17,08   9,33 8,16 14,86A
BM 207 23,9 17,66 9,58 13,83 17,83 19,00 16,87A
BHX 831 25,75 17,83 22,16 12,66 9,33 6,16 15,65A
Médias 21,96a 12,25b 17,30ab 14,76ab 15,96ab 12,70b
Número de raízes
2 B 707 HX 4,83 4,25 5,66 3,83 6,16 3,33 4,01A
30 A 16 Hx 3,33 2,66 5,00 4,66 4,83 6,83 4,55A
30 A 91 Hx 6,16 3,33 6,33 5,83 4,50 2,83 4,83A
BM 207 5,83 4,16 2,83 3,16 4,50 4,83 4,22A
BHX 831 7,50 4,66 6,66 4,16 4,16 2,83 5,00A
Médias 5,53a 3,01a 5,30a 4,33a 4,83a 4,13a
Médias seguidas pela mesma letra maiúscula, na coluna, e minúscula, na linha não diferem entre si pelo teste de Tukey 
a 5%.
Quanto a viabilidade, não houve diferença significativa entre as concentrações 
de NaCl avaliadas (Tabela 5), entretanto, em média, o ensaio 2 foram 
observadas notas menores quando comparadas com o ensaio 1, provavelmente 
por apresentarem maior sensibilidade. Essa variável não apresentou boa 
capacidade de expressar diferenças entre os genótipos quanto a tolerância ou 
não a presença de NaCl nos dois ensaios.
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Conclusões
- A porcentagem de geminação e o número de raízes não expressam o efeito do 
NaCl in vitro nos genótipos avaliados.
- O comprimento da parte aérea é uma variável com capacidade de expressar o 
efeito de NaCl in vitro.
- O genótipo 2 B 655 Hx apresenta tolerância na presença  de 100 mM de NaCl,
podendo ser um genótipo potencial para o programa de melhoramento genético.
- Os genótipos 2 B 707 Hx, SHS-4090,  30 A 70 Hx apresentam sensibilidade 
a presença de NaCl.
Tabela 5. Médias de viabilidade de plântulas de milho germinadas in vitro em função de 
diferentes concentrações de NaCl.
NaCl (mM) Médias
0 2,4A
25 1,63A
50 2,46A
75 1,93A
100 2,5A
125 2,8A
Médias seguidas pela mesma letra maiúscula, na coluna, e minúscula, na linha não diferem entre si pelo teste de Tukey 
a 5%.
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